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@ Vorrichtung und Verfahren zur massenspektrometnschen Untersuchung von Substanzgemtschen durch 
Kopplung kapMlarelektrophoretischer Separation (CE) mit Elektrospray-lonisierung (ESI) 

@ Die Erfindung betnfft eine Vorrichtung und etn Verfahren 
zur massenspektrometrischen Analyse von kapitlareJektro- 
phoretisch separterten Substanzproben, insbeaondere Pro- 
teinen. Proteogfykanen oder anderen Proteinkonjugaten, mit 
einer lonisterung dor Substanzproben durch elne besonders 
subfitanzsparsame Form dot ElektrosprOhons. Es wlrd dabei 
etn Verfahren des "Mikrospruhens" verwendet, das einen 
FluE der Spnjhflussigkeit von nur einigen Zehn N a no litem 
pro Minute bei stabHem Spruhbetrieb edaubt. Die Erfindung 
be stent in einer losen Ankopplung der Spruhkapillore an die 
EJektrophoresekapillare in flusstger Umgebung. 



3 

UJ 



Die folgenden Angaben slnd den vom Anmelder etngereichten Unterlagen entnommen 

BUNDESDRUCKEREI 09.96 608 045/131 8/33 



0E' :44i 15 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft cine Vorrichtung und ein Ver- 
fahren zur massenspektrometrischen Analyse von kapil* 
larelektrophoretisch separierten Substanzproben, ins- 5 
besondere Prot in n, Proteoglykanen oder anderen 
Proteinkonjugaten, nut einer lonisierung der Substanz- 
proben durch Elektrospruhen. One solche Methode ist 
beispielsweise aus der Arbeit von M. A. Moseley et aL in 
J. Am. Soc Mass Spectrom. 3, 289 (1 992) bekannt 10 

AUgemeiner Stand der Technik 

a) KapiUar-Elektrophorese 

15 

Es gibt verschiedene Arten von Kapillarelektropho- 
rese wie Kapiflar-Zonen-Elektrophorese (CZE), Kapil- 
lar-Gei-Elektrophorese (CGE), Kapillar-Isotachophore- 

schiede aber hier nicbt relevant sind. Aucb die verschie- 20 
denen Beiadungsmethoden der Kapillaren mit und ohne 
Substanzfokussierung sind hier nicht entscheidend. Ei- 
nen guten Oberblick fiber diese Methoden gewinnt man 
aus den Oberblicksartikeln von Ring-Ling Chien und 
Dean S. Burgi, AnaL Chem 64, 489A (1992) und von M. 2s 
Albin, P. D. Grossman und S. E. Moring, AnaL Chem. 65, 
489A (1993> Die neuere Literatur ist in der Obersicht 
von C SchSneich et al. Anal. Chem 65, 67R (1993) gege- 
ben. 

Entscheidend ist hier iedigiicfa, daB die gemeinsam in 30 
einem Flussigkeitspropf in die Kapillare eingebrachten 
Substanzen elnes gelosten Gemisches aus schweren 
Molekulen, vorzugsweise Biomolekfilen, unter der Ein- 
wirkung eines relathr starken elektrischen Feldes in der 
elektrolytischen FlQssigkeh, mit der die KapUlare gefullt 35 
ist, zu wandern beginnen. Dabei ist die Wanderungsge- 
schwindigkeit der einzelnen Getnischkomponenten ver- 
schieden. Wie in der Chromatographie tritt eine Separa- 
tion der Substanzen ein. Grand fur diese Wanderung ist 
eine pH-Wert-abhangige Ladung der Biomolekole. 40 

Kapniarelektrophorese, insbesondere die Kapillarzo- 
nenelektrophorese, hat gegenflber anderen Trennme- 
thoden, beispielsweise der Flussigkeitschromatogra- 
phie, den groBen Vortefl, in kurzer Trennzeit extrcsn 
gute Separationen zu erzielen. So lassen sich in weniger 45 
als 20 Minuten Separationen mit mehr als einer Million 
theoretischer Bdden erreichen, in weniger als einer Mi- 
nute Bddenzahlen groBcr als 100 000. 

Normalerweise befinden sich beide Enden der Kapil- 
lare in je einem Flussigkeitsreservoir, in dem sich auch 50 
die beiden spannungsgebenden Elektroden befinden. 
Kurz vor dem zweiten FlQssigkeits reservoir behndet 
sich fur gew6hnlich eine Detektionseinrichtung, die die 
getrennten Substanzen wahrend des Flusscs durch die 
Kapillare durch Absorption von sichtbarem oder UV- 55 
Licht in der Kapillare miBt 

In der elektrophoretischer. KapUlare flicBen drei 
elektrische Teilstrdme: (1) der elektrolytische Strom 
durch die wandernden Substanzionen. deren Ladung 
vom pH-Wert der Losung abhangt, (2) ein elektroosmo- 60 
tischer Strom durch die Einwirkung von ortsfesten 
Wandladungen auf die Losung. und (3) ein meist uber- 
wiegend groBer elektrolytischer Strom durch pH-Wert- 
bestimmende Sauren, Basen oder Salze der Losung. AUe 
Arten von Kapniarelektrophorese haben dabei den 65 
Vorteil, daB die Warme, die durch diese Strome entsteht, 
sehr gut von den Kapillarwanden abgeleitet wird, und 
daher relativ groBe Stromdichten mdglich werden. 
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Der elektroosraotische Effekt besteht darin, daB 
durch ortsfeste Wandladungen, die durch den Elektroly- 
ten entsteh n. in der Flussigk it bewegliche Ladungen 
induziert werden, di unter der Pot ntialdifferenz zu 
einem elektrischen Strom, aber auch zu einem elektro- 
osmotischen Flussigk itsstrom fuhren^ Durch den lek- 
troosmotischen FlQssigkeitsstrom ,winf- Flfissigkeit in 
geringen Mengen durch di Kapfljare gepurnpt Rich- 
tung und GroBe des FlQssigkehsstromes hangen dabei 
von der Art der Wandladungen, vom Kapillardurchmes- 
ser, von der Feklstarke und der Polaritat des elektri- 
schen Feldes ab. 

Die Wandladungen lassen sich durch Belegungen der 
Kapillarwand mh Polymeren beeinflussen, Beispielswei- 
se werden in einer unbelegten Quarzkapillare negative 
Wandladungen erzeugt. Durch Bindung bestimmter or- 
ganischen Verbindungen an die Wand, beispielsweise 
durch Arninopropylsilylierung. konnen dagegen positive 
-.' . ... -j:::. firxetf£i v. Zc: Yw. 4 :. < :^ vcm 

Wandadsorptionen der zu trenn enden Substanzen und 
fur eine gute elektrophoretische Separation ist es wich- 
tig, gleiche Ladungs polaritat von Wandladungen und 
Substanzionen herzustellen. FQr die gute Trenn ung von 
Proteinen in einem angesauertem Elektrolyten, der 
durch Anlagerung von H + -Ionen eine positive Ladung 
der Proteinmolekule bewirkt, mQssen auch positive 
Wandladungen erzeugt werden, da nur dann die Sub- 
stanzionen durch die Coulombkrafte von den Wanden 
entfernt gehalten werden. 

Die elektroosmotische Str5mung ist im allgemeinen 
recht klein, kann aber ein en kraftigen Druck aufbauen, 
der sich jedoch durch ein en hydro statischen Gegen- 
druck kompensieren laBt, wenn man einen bestimmten 
FlQssigkeitsstrom zwangsweise erzeugen mochte. Die 
elektroosmotische Strdmung ist aber im allgemeinen 
weit unter 03 Microliter pro Minute in einer Kapillare 
mit 75 Mikrometern innerem Durchmesser, die Strd- 
mungsgeschwindigkeit reicht nur selten an die Wande- 
rungsgeschwindigkeit der langsamsten Substanzmole- 
kuleheran. 

b) Elektrospruhionisieren 

Ein guter Oberblick Doer Elektrospruhionisieren und 
den heutigen Stand der Technik ist in folgendem Re- 
view-Artikel gegeben: J. B. Fenn, M. Mann, O K- Meng, 
& F. Wong und C M. Whhehouse; Spectr. Rev. 9, 37 
(1990> 

In der ElektrosprQh-Methode liegt zwischen einer 
Metalikapillare und einer ebenen FUche. die einen Ab- 
stand von etwa 20 bis 50 Millimeter voneinander haben, 
eine Spannung von mehreren Kilovolt an. Eine FlQssig- 
keh in der Kapillare wird dabei unter der Wirkung des 
elektrischen Feldes am Ende der Kapillare dielektrisch 
polarisiert und zu einem Konus ausgezogen, dem soge- 
nannten Taylor-Konus. An der Spitze dieses Konus 
kann die Oberflachenspannung der FlOssigkeit der zie- 
henden Kraft des eieteischen Feldes nicht mehr stand- 
halten, daher reifit hier ein kleines Tropfchen ab, das 
wegen der di elektrischen Polarisiemng elektrisch auf- 
geladen ist. Das geladene Trdpfchen fliegt unter der 
Wirkung des inhomogenen elektrischen Feldes zu- 
nSchst stark beschleunigt auf die ebene Gegenelektrode 
zu, wird aber in der umgebenden Luft abgebremst. 
Wahrend des Fluges tritt von der Oberflfiche des TrOpf- 
chens eine starke Verdunstung ein. Befinden sich in der 
FlOssigkeit emige groBere MolekOlCr die sich durch 
Elektronenentzug, durch Dektronenanlagerung, durch 



Protonierung odcr sonst leichter laden Oocisieren) las- 
sen als die MolekOle dex FlOssigkeit, so kftnnen ixn gun- 
stigen Falle nach vollst&ndiger V rdampfung der FlQs- 
sigkeit die grOfieren MolekOle in ionisierter Form zu- 
rflddbleiben. Die ionisierten MolekOle fliegen dabei un- 5 
ter der Wirkimg des elektrischen Fekies durcfa den be- 
kannten Prozefi derlonenmobilhat* wetter auf die Ge- 
genelektrode zu, und k&nnen durch eine feine Offnung 
oder durch eine Kapillare in das Vakuumsystem eines 
Massenspektrometers OberfOhrt werden, 30 

Das AbreiBen der TrSpfchen findet, abbfingig vom 
Hachschub der FlOssigkeit in der Kapillare, aufieror- 
dentlicb haufig start, so dafi gewOhnlich ein kontinuierli- 
cher Ionenstrom entstehL Der Nacbschub wird durch 
eine sehr gleichmaBig arbeitende Pumpe, meist eine 15 
Spritzenpumpe, aufrechterhalten. 

Die grSBeren MolekOle werden bei diesern Vorgang 
meist nicht nur einfach geladen, sondern vielfach- Als 
grobe kegei gilt, daB die mitdere I arinngyahl umso 
grSBer ist, je grOBer das Molekul ist. GroBe BiomolekOJ- 20 
Ionen kdnnen durchaus 10- bis 50mal geladen sein. Die 
Ladung ist in der Regel nicht eine einfache Ionisierung, 
sondern eine Protonicrung, also eine Bindung rait gela- 
denen Wasserstoffatomen H + . Daher hangt die Ionisie- 
rung auch stark von der Wasserstoff-Ionen-Konzentra- 25 
t:cn (also vom pH-Wert) der L&sung ab. Um die Iosen 
einer mittleren Ladungszahl herum gibt es eine breite 
Verteilung von Ionen mit verschiedenen Anzahlen von 
Ladungen. 

Die vielfache Ladung eines grOBeren Molekulions 30 
und die breite Ladungsverteilung sind einesteils beson- 
ders gQnstig fur den Nacbweis. Da die meisten Massen- 
spektrometer einen beschrSnkten Massenbereich haben 
(genauer ausgedrflckt: einen beschrSnkten Bereich der 
Massen-zu-Ladungs-VerhahnisseX kanu man trotz die- 35 
ser Beschrankung noch sehr groBe MolekOle weit jen- 
seits des Massenbereichs, der fur einfach geladene Io- 
nen definiert ist, nachweisen, da die Elektro-Spruh-Io- 
nen vielfach geladen sind- Durch die breite und regelraa- 
Bige Verteilung der Anzahl der Ladungen auf die Mole- 40 
kQlionen gleicher Masse ist es auBerdexn leicht mSglich, 
die Molekularmasse rechnerisch zu bestimmen (M. 
Mann. C K. Meng und J. R Fenn, Anal Chem. 61, 1702 
(1989)). 

Die Trdpfchen haben bei dieser normal erweise ver- 45 
wendeten Methode mit Metallkapillaren einen sich 
selbst einstellenden Durchmesser von ein bis 2wei Mi- 
krometern, gegeben durch Dielektrizitatskonstante, 
Viskositat, FluBrate und Oberflfichenspannung der FlOs- 
sigkeit. Eine stabile Betriebsweise des ElektrosprOhens 50 
iSBt sich nur aufrechterhalten, wenn der Flflssigkeits- 
strom grdBer als etwa ein Mikroliter pro Minute ist Die 
stabile Betriebsweise wird darOber hinaus durch die E- 
genschaften der SprflhflOssigkeit bestimmt, darunter 
von pH-Wert, Viskositat, Oberflachenspannung und 55 
Leitfahigkeit Nur in schmalen Toleranzbereichen die- 
ser Parameter ist ein stabiles Spruhen mdglich. 

In der nicht vorverSffentlichten Patentanmeklung 
DE 44 08 032A auf die hier vollinhaltlich bexug genom- 
men wird, wird eine verbesserte Methode der Elektro- 60 
sprQh-Ionisierung angegeben, die zu wesentlich kleine- 
ren TropfchengroBen, zu stabilerem Betrieb und zu ge- 
ringerem FIQssigkeitsstrom fflhrt. Es werden fur dieses 
Verfahren, das im Folgenden "MikrosprOhen" genannt 
wird, Kapillaren aus Glas benutzt, die zu sehr feinen 65 
Spitzen mit Offnungsdurchmessern von nur etwa 2,5 
Mikrometer ausgezogen worden sind. Die Glaskapilla- 
r n liefern, bei vdllig stabUem Betrieb, Tr pfchen von 



etwa 100 bis 200 Nanometern Durchmesser, die wegen 
ihres hohen Dampfdrucks, ihrer geringeren Abkflhlung 
durch die Verdunstung und ihrer kleinen Masse bereits 
bei Zimroertemperatur auf einer Flugstnecke von nur 
1,5 Mfllimetern voUstandig verdunsten, 

Es ist ein besonderes Merkmal dieses neuen Verfah- 
rens, ohne Rflssigkeitspumpe zu arbeiten, wie sie bei 
alien sonst verwendeten Verfahnjn benutzt wird. Es er- 
gibt sich eine Selbstregulierung des Nachflusses mit der 
Folge eines sehr konstanten Ionenstroms, wobei der 
Hachschub an Lasting bei niederviskosen FlOssigkeiten 
allein durch die elektrischen Ziehkr&fte bewerkstelligt 
wird. Bet h6herviskosen FlOssigkeiten genQgte ein leich- 
ter Gas-Oberdruck am Ende der Kapillare, um zu einem 
selbstregulierenden NachfluB zu kommen. Der Gas- 
druck braucht und darf dabei nicht so hoch sein, daB bei 
Abschalten des Spruhvorgangs ein AusfluB der Flussig- 
keh aus der Kapillare bewirkt wird. Der selbst regulie- 
rende Nachschub an FlOssigkeit ist wesentlich fur einen 
stabilen Betrieb des SprOhens mit so geringen RuBra- 
ten. 

Es sind weitere Vorteile dieses Verfahrens, daB die 
Spruhspannung nur etwa 600 bis 800 Volt betragt, und 
daB sich das Spruhen durch eine Absenkung dieser 
Spannung um einige hundert Volt leicht voUstandig un- 
terbrechen laBt. Damn lasses sich iasbesondere bei 
speichernden Massenspektrometern, wie Hochfre- 
quenz-Quadrupol-Ionenfalie und lonen-Cyclotron-Re- 
sonanz-Spektrometem, substanzsparende Verfahren 
entwickeln, bei denen der Spruhionenstrahl nur in der 
FOllungszeit der Ionenfallen eingeschaltet wird, in der 
Analysenzeit dagegen ausgeschaltet bleibt 

Der gr&Bte Vorteil des Mikrospruhens ist aber die 
Toleranz des Verfahrens gegenOber starken Anderun- 
gen der elektrolytischen oder viskosen Eigenschaften 
der FlOssigkeit. Es k&nnen sowohl sauberstes Wasser, 
wie auch Sfiuren und Basen im pH-Wertbereich von 0,2 
bis 10 gesprOht werden. Auch st&rkere Zus&tze von or- 
ganischen L&sexnitteln, wie beispielsweise Methanol 
oder Acetonitril, verhindern ein stabiles Spruhen nicht, 
wShrend das klassische ElektrosprOhverfahren nur in 
sehr schmalen Toleranzbereichen fflr aile diese Parame- 
ter stabil arbeitet. 

Der Spruhstrahl zeigt auf dem kurzen Wcge zur Ge- 
genelektrode eine nur sehr geringe Verbreiterung von 
etwa 200 Mikrometern, so daB die Ionen praktisch voll- 
stSndig durch eine feme Kapillare ins Vakuum des Mas- 
senspektrometers flberfuhrt werden k&nnen. 

Vergiichen mit einer konventionellen Elektro-Spray- 
Einrichtung, die mit einer Usung gleicher Konzentra- 
tion arbeitete, ist der Ionenstrom im Massenspektrome- 
ter etwa zwei- bis dreimal h6her. Der L5sungsmhtelfluB, 
und damk der Substanzverbrauch, liegt aber um den 
Faktor 40 niedriger ais der niedrigste FluB, der sich in 
konventionellen Verfahren noch stabil einstellen laBt 
We FluBrate betragt nur 25 Nanoliter pro Minute. Die 
Ausbeute an Ionen, gemessen an der eingesetzten Sub- 
stanzmenge, ist damit um einen Faktor 100 erhdht. 

c) Massenspektrometrische Untersuchung 

FOr die Untersuchung der SprOhionen l&Bt sich im 
Prinzip jede Art von Massenspektrometer einsetzen, da 
die kondnuierliche lonenerzeugung hier keineriei Be- 
schrfinkungen auferlegt. Es kommen sowohl die klassi- 
schen Sektorfeld-Spektrometer, wie auch Quadrupol- 
spektrometer in Frage, beide Arten auch in Tandem- 
Anordnung, um MS/MS-Untersuchungen vornehmen 
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zukOnnen. 

Flugzeh-Massenspektrometer brauchen cine Auspul- 
sung des qucr eingeschossenen lonenstrahls, konnen 
d&nn aber auch vortcilhaft genutzt werden. Di Ausbeu- 
t d rzurMessungg lang nden Ionen ist hier hOher als 
bei den als Filter fur jeweils eine einzige gemessene 
Masse wirkenden Sektorfeld- oder Quadrupol-Spektro- 
metern. 

Besonders gOnstig sind hier speicbernde Massenspek* 
trometer, wie Quadrupol-Ionenf aDen oder lonen-Cydo- 
tron-Resonanz-Gerate. Durch die Abschaltbarkeit des 
Mikrospruhverfahrens braucht der Ionenstrahl nur 
dann eingeschaltet sein, wenn die SpeicherzeUe mit Io- 
nen zu fallen ist 

Die Ziele der massenspektrometrischen Analysen 
kdnnen sehr verscbleden sein. Die einfachsten sind ge- 
naue Molekulargewicfatsbestimmungen von Proteinen 
in Gemiscben, oder Identtflzierung von Proteinen oder 
Proteogiykanen durzl- Molekulargewicbtsbestinimung 
der enzymatisch erzeugten Abbauprodukte wie Peptide 
oder Oligosaccharide. Zu den schwierigeren Analysen 
gehOren Bestimmungen der Aminosaurensequenzen 
fiber MS/MS-Methoden oder Analysen der Tertiar- 
strukturen groBer BiomolekQle. 

d) Kopplung Elektrophorese mit Elektrospruhen 

Die klassische Elektrospruh-Ionisierung wie auch das 
neue Mikrospruhen haben fur Analysen von Substanz- 
gemischen einen entscheidenden Nachteil: Durch die 
breite Verteilung der Ladungszustande ergeben sich 
sehr linienreiche Spektren. Bei Voriiegen einer reinen 
Substanz ist dies vorteilhaft, wie oben beschrieben, da 
man aus dem regelmaBigen Rhythmus der Linien leicht 
das Molekulaigewicht bestimmen kann. Selbst bei drei 
gleichzeitig ionisierten Substanzen laBt sich das Schema 
aus den uberiagerten Spektren noch entschlusscln. Bei 
der Oberlagerung von mehr als drei Substanzen wird 
das Spektrum aber schnell v5Ihg unubersichtlich. Es 
muB also einer Gemischanalyse, wie sie gerade bei Bio- 
molekOlen oft vorkommt, immer eine mehr oder weni- 
ger vollstandige Separation der Substanzen vorherge- 
hen. Eine Kopplung mit einem separierenden Verfahren 
liegt daher nahe, 

Eine Kopplung der KapQlarzonenelektrophorese mit 
Hektrosprhhionisiening und roassenspektrometrischem 
Nachweis wurde in der schon eingangs erwahnten Ar- 
beit von M. A. Moseley et at in J. Am. Soa Mass Spec- 
trom. 3, 289 (1992) beschrieben. Dort wird auch fruhere 
Literatur angegeben. Es war ein besonderes Ziel dieser 
Arbeit, den EinfluB verschiedener Fiussigkeitsparame- 
ter auf das Elektrospruhen zu untersuchen. 

Die Kapillarelektrophorese wurde bisher, wie auch in 
der zitierten Arbeit, nur mit dem klassischen Elektro- 
sprQhverfahren gekoppeit, nicht mit dem Mikrospruhen. 
Es wurde dabei stets die KapUlarzonenelektrophorese 
benutzt Urn die verschieden groBen und verschieden 
gerichteten elektroosmotischen Flussigkeitsstrdme zu 
kompensieren, wurde meist ein FlOssigkeitsstrom durch 
eine Druckdifferenz uber die Kapillare zwangsweise 
eingestellt Dieser ist jedoch viel zu klein f Or ein stabiles 
Elektrospruhen. daher wurde dem Elektrospruhen in 
alien bisherigen Arbeiten koaxial ein OberschuB an zu* 
satzlichem FlOssigkeitsstrom zugefOhrt Die Qektro- 
phoresekapillare wurde dabei direkt in die Metaflkapfl- 
lare f Or die Zusatzflussigkeit eingeschoben. In der zitier- 
ten Arbeit von Moseley et aL wurde die Elektrophorese- 
kapillare an der Spruhstelle urn etwa 0,2 Millimeter her- 



ausragen lassen. Der QberschOssige Strom an zugegebe- 
ner FlOssigkeit wurde dazu benutzt urn die SprOhpara- 
m ter richtig einzustellen. 

5 Nachte'ue bisheriger Verfahren 

Wie die Untersuchungen von MoseI<y t aL ergeben 
haben, wird durch die Einstellung optimal r Spruhpara- 
meter durch die Zusatzflussigkeit keine Entkopplung 

10 von den Eigenschaften der elektrophoretischen Flussig- 
keh erzeugt. Auch diese muss en optimal fur die Ionisie- 
rung im Elektrospruhen eingestelh werden. Eine Unab- 
hangigkeit zwischen Elektrophorese und Elektrospru- 
hen ist daher nicht zu erreichen- Entgegen den Erwar- 

ts tungen liegt also hier kein Vorteil der Methode. 

Anderersehs wird die Konzentration der zu analysie- 
renden Substanzen durch die Zusatzflussigkeit stark 
herabgesetzt. Die Oberfuhrungsausbeute der Elektro- 
spruhionen des klassischen Spruhverf ahrens in das Va- 

20 kuum des Massenspektrometers ist auBerordentlich 
klein, nur etwa 1/1000 der Ionen gelangen in das Mas- 
senspektrometer. Die Substanzausbeute dieses Verf ah- 
rens ist daher sehr klein. 

Aufierdem ist dieses Verfahren durch die Zufuhrung 

25 einer zweiten Flussigkeh, durch den Zwang zu einer 
genauen Einstellung aller elekxrolytischen Parameter 
fur diese FlOssigkeit und durch die erforderliche Pumpe 
und deren Einstellung sehr kompliziert und nicht leicht 
zu einem stabQen Arbeiten zu bringen. 
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Aufgabe der Erfindung 



Es ist eine Vomchtung und ein Verfahren zu finden, 
mit dem separierte Proteine und andere BiomolekOle 

35 aus der Kapniarelektrophorese kontinuierlich und mit 
hoher Ausbeute an massenspektrometrisch detektier- 
baren Ionen einer Ionisation durch das besonders gun- 
sttge Mikrospruhen zugefOhrt werden kdnnen, ohne 
durch zusatzlich zugefQhrte FlOssigkeit eine Verdun- 

40 nung zu erieiden. 

Erfindungsgedanke 

Es ist der Grundgedanke der Erfindung, die beiden 

45 Kapuiaren in der FlOssigkeit des zweiten Flussigkeitsre- 
servoirs koaxial lose mitemander zu koppeln, wobei ein 
schmaler Spah zwischen den Surnflachen der Kapilla- 
ren die elektrische und hydrodynamische Verbindung 
zur FlOssigkeit des Reservoirs Qbernimmt Durch diese 

so lose Kopplung wird skhergestellt, daB sich kein 
ZwangsfluB in der Mikraspruhkapillare einstellt, son- 
dem dafi sich der FluB selbstregulierend einstellen kann, 
wie es fur den Erfolg des Mikrospruhens notwendig ist 
Es wird weiterhin sichergestellt. daB der elektrische 

55 Strom durch die ElektrophoresekapiUare und der Strom 
durch die Mikrospruhkapillare, der fur das SprOhen not- 
wendig ist, voneinander entkoppelt sind. Insbesondere 
braucht der Elektrophoresestrom nicht durch die sehr 
feine Spitze der Mikrosprimeinrichtung gefuhrt werden, 

60 da dort eine so hohe Stromdichte herrschen wurde, daB 
ein Sieden der Elektrophoreseflflssigkeit nicht auszu- 
schlieSen ware. Die Spannung fur das Mikrospruhen ist 
von der Spannung fur die Elektrophorese unabhangig, 
beide k6nnen unabhangig voneinander optimal einge- 

es stellt werden. 

Der Spalt sollte dabei etwa 1/4 des inneren Durch- 
messers der ElektrophoresekapiUare betragen, da dann 
keine Erhohung der elektrischen Stromdichte und auch 



kein Erhohungd r subsmnzrohrenden Feldstirke auf- ausschli BEch des Massenspektrometere. 

tritt. Es tritt dann auch k ine ubermaBige Erwirmung Di Bektrojmoresekapfflare (1) verbmdet die beiden 

des Bektrolyten an dieser Stelle auf. ROssigkeitsreservoire (2) und (3% m denenincii (wi 

Die PolariSt der wandemden Substanzionen in der auch in der Elektrophoresekapillare i diel petoophore- 

mek^pho^ekajillare und die der SprOhtonen muB 3 seflOssigkeit (4), (3) befindet. Me Elektrod n (6) und (7) 

dabei rieich s in, da sich nur dann in der Mikrosprflhka- konnen cine Spannung zwischen den beiden Flurag- 

oKSdSelektrisAenSprQhstromeinPot ntial- keitsreservoinen aufrechterhaltcn. Obef die beiden Gas - 

ffe aSu£ das die Substanzionen zur Sphze der zufQhrungen(8)und(<n l&Bt sich eWchter G asdruck 

IprfflJtapaiare fOhrt. wenn sic einmal in die Mikro- in den Gasrtumen (I?) und (11) Ober den beiden Spie- 

SSapillare eingefreten sind. 10 geln der Flussigkeit einsieUcn. Die MikrrcprOhkapiUare 

Der Innendurchmesser der Mikrosprthkapfllare soU- (12) ist in der ElektropboreseflOssigkeit (5) des FlOssig- 

te klein sein. damit sich eine relativ groBe Str&mungsge- ketoesemto (3) mit g«mgem Abstand 

schwindigkcit einstelh, die viele der separienen Sub- Hek^pboresd^pdlare (1) angeoi^et. ^JS™ 

stanzionen, die aus der Hektrosprohkapillare austreten. strahl wd durch eine Spannung zwischen der Elektro- 

durch FlOssigkeitsreibung in die NGkrospruhkapillare ts de (7) im zweiten nussigkeitsreservoir (3) und der 

mitnimmt. audi wenn die habere FekUtarke im Spalt die Sprflh-Gegenelektrode (13) erzeugt und die SprQhio- 

Ionen nach auBen abzuleiten sudtt. nen k6nnen in Oblicher Weise durch eine feme Eintntts- 

Die Preparation der InnenwSnde der beiden Kapilla- kapillare (14) in das Vakuum des Massenspektrometers 

ren muB gleich oder zu mind est ahnlich sein. um eine eintreten, , 

gleiche Polaritat der Wandladungen zu erzeugen. Die 20 Fig. 2 zeigt eine VergrBBerung der losen Kopplung 

Polaritat der Wandladungen solke der Polaritat der der Elektrophoresekapillare (1) nut .der Mikrospruhka- 

wandernden Substanzionen entsprechen, um ein opti- pfllare (12) im FlQssigkeitsreservoir (3). Der Abstand 

malen Trennergebnis zu erhalten, Auch die Stirnflachen zwischen den KapOlaren betragt nur etwa 1 /4 des inne- 

der KaDillaren, die den Spalt bilden. sollen vorzugsweise ren Durchmessers der Elektrophoresekapillare (1> 

in diesTr Weise prapariert sein. s Fig. 3 zeigt die lose Kopplung. ummanteltmt einem 

Es lassen sich auf diese Weise mehr als 20 Prozent der Halteelement (15) aus einem geeigneten Kunststoff, das 

interessierenden Substanzionen in die Mikrospruhkapil- einerseits die KapOlaren (1) und (12) zueinander fixiert, 

lare Oberfahren. der Rest wandert in das zweite HDssig- und anderersehs den Flusagkeits- und den elektnscnen 

keitsreservoir und ist verloren. Diese Ausbeute er- Strom in gunsoger Weise fuhrt 

scheint zunachst gering, da sich ja bei den bisherigen 30 , , .... , 

Kopplungsverfahren alle Substanzionen dem Elektro- BesondersgonstigeAusfuhrungsfornien 

spruhverfahren zugefuhrt werden. Da aber die Ausbeu- . 

teanmassenspektrometrischnutzbarenlonenbeimMi- Die Gnmdausfuhrung der Erfindung 1st bereits in 

krospruhverfahren um einen Faktor hundert hoher liegt Fig. 1 ausfuhrlieh beschneben. 

als bei der klassischen Elektrospruhmethode, wird mit 35 Einer Kapillar elektrophoresekapillare mit einem In- 

der losen Kopplung ein mehr als zwanzigfacher Gewinn nendurchmesser von 50 Mikrometern steht nut einer 

an Substanzionen Irzielt Spaltweite von etwa 15 Mikrometern eme MikrosprOh- 

Es ist ein besonderer Vorteil dieser Kopplung. daB kapillare mit 20 Mikrometer Innendurchmesser gegen- 

sich sowohl das MikrosprOhen wie auch die KapUlar- fiber. Fur massenspektrometnsche Untersuchungen 

elektrophoreseleichtelektrischabschalten lassen. ohne 40 braucht das SeparationsvermSgen nicht extrem hocn zu 

die Separation wesentlich zu stOren. Insbesondere zeigt sein. daher genOgt meat eine relativ kurze Elektropho- 

die KapiUar-Gcl-Elektrophorese keine Beeintrachti- resekapillare von etwa 20 ZenOmetern Lange, betneben 

zunK der Separationsleistung durch zwischenzeitliches mh einer Spannung von etwa 6 Kilovolt. Die Mikro- 

Absdialten. Das MikrosprOhen kann man innerhalb ei- sprimkapillare ist nur etwa 2 Zenometer lang, und zu 

ner Millisekunde abschalten und in derselben Zeitspan- 45 emer Spitze mh 2$ Mikrometer Imendurchmesser aus- 

ne auch einschalten. Damit laBt sich eine sehr genaue gezogen. Die FluBgeschwindigkeit m der Mikrospruh- 

d£££ Soaen erreichen. kapillare betragt dann etwa ein MiUmieter pro Sekunde. 

Durchdie Moglfchkeh. nur dann Ionen zu erzeugen. die Substanz erschemt d»«n» ;i^ d .!^S)^ 

wenn sie gebraucht werden. kann man den Substanzver- tritt in diese Kapillare. Em Oberdruck von etwa 100 000 

branch der massenspektrometrischen Untersuchung 90 Pascal im Gasraum des zweiten FlOssigkensreservoirs 

unter Benutzung von speichernden Massenspektrome- hilft. das MikrosprOhen mit waBngen Losungen auf- 

tern nochmals herabsetzen. Sowohl bei Quadrupol-Io- rechtzuerhalten. M ;irr««.rni,k» 

nenfaUen wie auch bei lonen-Cydotron-Spektrometern Der Abstand zwischen der Sp«ze derl Makro^hka- 

braucht man nur etwa 20 MOlisekunden. um die Spei- puTare und der Gegenelektrode betragt u« ^ndn 

cherzeBe mit genOgend Ionen zu fallen. FOr die massen- 55 Fan nur etwa W M^eter. Die Gegendektrode ent- 

speklrometrische Analyse der gespeicherten Ionen wer- hilt dabei die metallisierte Snnmache emer Eintnttska- 

den dann. je nach erforderlichem Aufldsungsvermogen pfllare in das Masscnspetowmeter, mitj einem Itmen- 

und Mch Analvsenart, 100 Miffisekunden bis eine Se- durchmesser von etwa 500 K&krometern. Die SprOh- 

kunde gebraucht. Durch entsprechendes Schalten kann spannung betrigt etwa 600 bis 800 Volt 

mTn also ^ weiteren SubsWeinsparungen um Fakto- «, Besonde^ gtostig fur die ^f^fj^^^ 

ren fOnf bis funfzig kommen. aUerdings unter VerUmge- posinven SprOhionen ist dabe. eme AurfOhrungsform 

rung der gesarnten Analysendauer. Durch getrenntes der Hektrophoresekapaiare aus QuarzgUu^ d« innen 

Sten Qektropho^se und SprOhen laBt sich mh einer AnunopropylsUyuerung ^delt s»44e be. 

auchjederzwischenwlrterreiche, ^ SS^SgJffgi^^ 

BeschreibungderBilder JBayJ ^^J^SSStSSSXr 

Fig. 1 z igt ein Prinzipbild der gesarnten Kopplung Drtteke in den beiden Flassigkeixsreservoiren eine ge- 
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genlaufige Flufirichtung der FlQssigkeit in den bcidcn 
Kapillaren zu erzeugen. Dadurch entsteht ein relatxv 
starker, saugender Hussigkehsstrom im Spalt der den 
Obertritt der untersuchten Substanzionen in die Mikro- 
spruhkapillare begQnsugt Die Elektrophorese findet 5 
dann gegen den Hussigkehsstrom in der Elektrophore- 
s kapillare start 

Es ist gQnstig, die Haltenxng fur die geg nsehige Fi- 
xierung der Kapillaren mit einem Kanal zu versehen, 
dessen Ausformung fOr eine hone Oberfuhrungsrate der to 
Substanzen in die Mikxosprilhkapillare gflnstig ist Es 
hat sich gezeigt, dafi eine Umlenkung des FlQssigkeits- 
stromes, wie in Fig. 3 gezeigt, eine gunsttge Wirkung 
hat 
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1. Vorrichtung fQr die massenspektrometrischen 
Analyse von ElektrosprQhionen kaptllareiektro- 
phoretisch getrennter Substanzen, mit einer Ein- 20 
richtung zur KapUlarelektrophorese (CE), beste- 
hend hi Qblicher Weise aus zwei elektrodenbe- 
wehrten PlQssigkeitsreservoiren, zwischen denen 
sich eine Elektrophoresekapillare befindet und ei- 
ner Spannungsversorgung fur die Elektrophorese- 25 
spannung zwischen den beiden Hektroden, 
dadurch gekennxeichnet 

— daB fur das ElektrosprOhen eine Mikrosprfi- 
heinrichtung verwendet wird, bestehend aus 
einer kurzen Mikrospruhkapillare, die einsei- 30 
tig zu einer feinen Kapiilarspitze geformt ist, 
einer Spruh-Gegenelektrode vor der Spitze 
der Mikrospruhkapillare, einer feinen Perfora- 
tion in der SprQb-Gegenelektrode, durch die 
SprQhionen in das Vakuum eines Massenspek- 35 
trometers gelangen kOnnen, und einer Span- 
nungsversorgung fQr das Mikrospruhen, und 

— dafi dasjenige Ende der Mikrospruhkapilla- 
re, das nicht zu einer feinen Kapiilarspxtze ge- 
formt ist, in das zweite Flussigkeitsreservoir 40 
der Elektrophoreseeinrichtung hineinragt und 
dort koaxial und in geringem Abstand zum En- 
de der Elektrophoresekapillare fixiert ist 

Z Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Spsumuug der Spannungsversor- 45 
gung fur das Mikrospruhen zwischen der Elektrode 
im zwciten Russigkehsreservoir und der SprOh- 
Gegenelektrode der Mikrospruheinrichtung ange- 
schlossen wird. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 5c 
zeichnet, da0 die Entfernung der SprGhkapillaren- 
spitze von der Spruh-Oegenekktrode etwa 0*5 bis 

3 Millimeter mifit und die Spannung zwischen der 
Elektrode im zweiten Flussigkeitsreservoir und der 
SprQh-Gegenelektrode der Mikrospruheinrichtung 55 
etwa 500 bis 1200 Volt betragt 

4. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi die Elek- 
trophoresekapillare einen inneren Durchmesser 
von 25 bis 1 00 Mikrometer und die ElektrosprOhka- 60 
pillare einen inneren Durchmesser von 10 bis 50 
Mikrometer hat 

5. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi das zwei- 
te Flussigkeitsreservoir geschlossen und mit einer 65 
Gaszufuhr versehen ist, mit der das Gas oberhalb 
der FlQssigkeit mit einem Druck beaufschlagt wer- 
den kann, urn das SprOhen der Mikrospruhkapillare 



zu begOnstigen. 

6l Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
AnsprOche, dadurch gekennzeichnet dafi der Spalt 
zwischen Elektrophoresekapillare und SprQhkapil- 
lare von einem dektrisch isolierendem Mam 1 ura- 
geben ist der den Flfissigkeits-.und elektrischen 
Strom so fuhrt, dafi besonders vieTseparierte Sub- 
stanz in die SprQhkapillare gelangt 
7. Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi der Mantel so geformt ist, dafi er auch 
die raumliche Fbrierung der beiden Kapillaren zu- 
einander vornimmt 

& Verfahren zur m a s sc n spcktromc ti isch en Analyse 
von Elektrosprflhionen kapQlarelektrophoretisch 
getrennter Substanzen, dadurch gekennzeichnet 
dafi eine einsehig zu einer feinen Kapillarspitze ge- 
formte Mikrospriihkapillare mit dem anderen Ende 
koaxial und mit geringem Spalt in der Elektropho- 
reseflussigkeit zum Ende der Elektrophoresekapil- 
lare fixiert ist 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet dafi zwischen der Elektrophoreseflussig- 
keit die den Spalt umgibt und einer Gegen elektro- 
de, die sich vor der Spitze der Mikrokapillare befin- 
det eine Spannung so eingestellt wird, dafi ein 
ElektrosprOhen aus der MikrosprQJikapillare start- 
findet 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet dafi die Gegenelektrode perforiert ist und 
dafi durch die Perforation Ionen in das Massen- 
spektrometer eintreten. 

11. Verfahren nach Anspruchen 9 oder 10, dadurch 
gekennzeichnet dafi die Entfernung der Sprilhka- 
pillarenspitze von der Gegenelektrode etwa 0,5 bis 
3 Millimeter mifit und die Spannung zwischen der 
Elektrophoreseflussigkeit und der Gegenelektrode 
der Mikrospritoeiiuichtung etwa 500 bis 1200 Volt 
betragt 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzetchnet dafi die Elektro- 
phoresekapillare einen inneren Durchmesser von 
25 bis 100 Mikrometer und die Elektrospruhkapil- 
lare einen inneren Durchmesser von 10 bis 50 Mi- 
krometer hat 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet dafi das Elektro- 
sprOhen abgeschaltet wird, wenn die massenspek- 
trometrische Analyse keinen Ionenstrom braucht 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi das ElektrosprOhen abgeschaltet 
wird, tndem die Spannung zwischen der Elektro- 
phoreseflussigkeit und der Gegenelektrode urn ei- 
nige Hundert Volt abgesenkt wird. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprOche, dadurch gekennzeichnet dafi die Elektro- 
phorese durch Abschalten der Elektrophorese- 
spannung abgeschaltet wird, wenn die massenspek- 
trometrische Analyse keinen Ionenstrom braucht 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprOche, dadurch gekennzeichnet dafi die Elektro- 
phoreseflussigkeit urn den Spalt herum in einem 
geschlossenem GefaB so mit einem Druck so beauf- 
schlagt wird, dafi das SprOhen der Mikrospruhka- 
pillare begOnstigt, aber bei Abschalten der Spruh- 
sparaiung kein Ausflufi der FlQssigkeit aus der fei- 
nen Kapillarspitze bewirkt wird. 

1 7. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dafi der Spalt 
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zwisch n Elektrophoresekapillare und SprOhkapil- 
lare von einem el ktrisch isollerend m Mantel urn- 
geben ist, der den FiQssigkeits- und elekthschen 
Strom so fuhrt, dafi beso riders viel separierte Sub- 
stanz in die SprGhkapillare gdangt 5 
18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi der Mantel so gef omit ist, daB r auch 
die rSlumliche Fbderung der beiden Kapillaren zu- 
einander vornimmt 
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